V-ATPase阻害薬bafilomycin A1及びconcanamycin Aが示す細胞増殖抑制作用におけるフリーラジカルの関与 by 横枕 史
V-ATPase阻害薬bafilomycin A1及びconcanamycin A
が示す細胞増殖抑制作用におけるフリーラジカルの
関与
著者 横枕 史
号 45
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 薬博(医療薬学)第15号
URL http://hdl.handle.net/10097/57007
氏 名 (本 籍 )
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
研 究 科 ､専 攻
博 士 (医療薬学)
薬博 (医療薬学) 第 15号
平 成 24 年 3 月 27 日
学位規則第 4条第 1項該当
東北大学大学院薬学研究科
(博士課程)生命薬学専攻
学 位 論 文 題 目
V-ATPase阻害薬bafilomycinAl及び concanamycinAが示す細
胞増殖抑制作用におけるフリーラジカルの関与
論 文 審 査 委 員
?
?
??????
103
論 文 内 容 要 旨
[目的]Ⅶcuolartype(H+)ATPase(Ⅴ-ATPase,液胞型プロトンATPase)は,真核細胞の細胞膜および
細胞内小器官の膜に存在する酵素であり,ATPのエネルギーを用いてH+を原形質から液胞管腔または
細胞外-輸送することで酸性オルガネラ内のpHを酸性に保っている｡V-ArPaseは下図に示すように
ATP加水分解能をもつVlドメインと,膜を貫通しプロトン輸送の主体となるV｡ドメインから構成され
ている｡Vlドメインは,ATP加水分解能を担うAサブユニット,ATP結合部位を持つBサブユニット,
V.ドメインとV｡ドメインをつなぐC,D,E,F,G,Hサブユニットにより形成されている｡一方,V｡
ドメインは,a,C,C',cM,dのサブユニットから成り,そのうちのC,C',cHサブユニットはプロトンチャ
ネルのリングを形成している｡
ADP+Pi
2H十
V-ATPase
リソソーム,エンドソーム,ゴルジ体などの小胞体膜に存在する
vld｡main V-ATPaseは小胞体内のpHを酸性に保つ機能をもち,細胞膜に存在す
るⅤ-ATPaseは破骨細胞においては骨の分解に,また,がん細胞におい
2H+ てはその増殖,浸潤,転移に関与すると考えられている｡そのため,
V.､domaln
骨粗しょう症治療薬や抗がん薬などの開発を目指したV-ATPase阻害薬
の開発研究が行われている｡V-ATPase阻害薬であるbafilomycinAlには,
ヒト肺臓がん細胞株であるCapan-1細胞 やマウスマクロファージ様細
胞株であるRAW 264細胞において細胞の増殖抑制やアポ トー シスを誘
導する作用があることが報告されており,bafilomycinAlと同様にV-ATPase阻害薬であるconcanamycin
AにもB細胞ハイブリドー マ細胞株であるHS-72細胞において細胞の増殖抑制やアポ トー シスを誘導す
る作用があることが報告されている｡しかし,これらのV-ATPase阻害薬によって誘導される細胞増殖
抑制作用やアポ トー シス誘導作用の詳細なメカニズムは明らかにされていない｡
Hongらは,salicylihalamideA や oximidineⅠのようなV-ATPase阻害薬と同様にbenzolactoneenamide
骨格を有する化合物であるapicularenAがV-ArPaseを阻害することを明らかにしており,Hussらも,
タバコガの幼虫Manducasaxtaの中腸から精製したV-ATPaseをapicularenAが阻害することを報告して
いるOさらにHongらは,RAW264細胞においてapicularenAが,iNOSmRNAの発現ならびにiNOSタ
ンパク質の誘導を介してNO産生を冗進させることを明らかにし,またNOの産生をNOS阻害薬である
LNMMAによって抑制するとapicularenAによる細胞増殖の低下ならびにアポ トー シスの誘導が部分的
に回復することを示し,産生されたNOがapicularenAにより誘導される細胞増殖の低下ならびにアポ
トー シスに部分的に関与することを報告している｡
本研究では,このような一連の事実に基づいて,V-ATPase阻害薬には共通してNO産生克進作用があ
るのではないかと推測し,現存するV-ATPase阻害薬であるbafilomycinAl及びconcanamycinAがRAW
264細胞に対して示す細胞増殖抑制作用とNOおよび活性酸素種 (reactiveoxygenspecies;ROS)との関係
を検討した｡BafilomycinAl及びconcanamycinAは共にV-ATPaseのV｡ドメインのサブユニットCに結
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合してV-ATPaseを阻害し,V-ATPaseの特異的阻害薬として広く用いられている｡それらの化学構造式
は下記のとおりである｡
OH
∩)CH3CH3 0CH3
BafilomycinAl ConcanamycinA
[結果 ･考察]RAW 264細胞を各種濃度のbafilomycinAl及びconcanamycinA存在下で培養した結果,
10-100nMの濃度範囲においてNO及びROSの産生が有意に増加することが明らかになった｡また,
loonMのbafilomycinAl及びconcanamycinAは培養 6時間後ではNO産生もROS産生も有意に増加
させなかったが 12-24時間後において有意に増加させたことより,これらのⅤ-ATPase阻害薬による
作用発現にはtimellagが必要であることが判明した｡また,bafilomycinAlでは 10nM 以上の濃度で,
concanamycinAでは lnM以上の濃度でiNOSmRNAレベルが上昇したことより,これらのV-ATPase阻
害薬によりiNOS蛋白が合成誘導される可能性が示唆された｡実際,westembloting法によりiNOS蛋白
量を検出したところ,Ⅴ-ATPase阻害薬によりiNOS蛋白量が上昇することが判明した｡従って,これら
のV-ATPase阻害薬はiNOSmRNAレベルを上昇させてiNOS蛋白の発現を誘導することによってNO産
生を冗進させると考えられる｡なお,NF-KBの活性化阻害薬であるBay1117082あるいはJNK阻害薬で
あるSP600125の存在下で培養したところ,これらⅤ-ATPase阻害薬によるNO産生克進がそれぞれ部分
的に抑制されたことから,このNO産生冗進作用はNFIKB及びAP-1の活性化を介したiNOSの誘導に
よるものと考えられた｡なお,Bayll-7082あるいはSP600125はV-ATPase阻害薬による細胞の生存率
の低下もそれぞれ部分的に回復させた｡一方,NOS阻害薬であるL-NMMA存在下で培養した際にも,
bafilomycinAl及びconcanamycinAによる細胞生存率の低下およびミトコンドリア膜電位の低下が部分
的に回復した｡また,NOスカベンジャーであるcarboxy-PTIO処理によっても細胞生存率低下の部分的
な回復が認められた｡V-ATPaseとは異なる他のタイプのATPase阻害薬,すなわちNa+,K+-ATPase阻害
薬であるdibucaineやF-ATPase阻害薬であるoligomycinのようなATPase阻害薬はNO産生を克進しな
かったが,ca2+-ATPase阻害薬thapsigarginはNO産生を克進させた｡ラットメサンギウム細胞やJurkatT
細胞においてthapsigarginによるNO産生冗進が報告されているが,そのメカニズムは細胞内の遊離ca2+
濃度の上昇によるものであることが報告されており,V-ATPase阻害薬によるNO産生克進のメカニズ
ムとは異なるものと考えられる｡一方ROS産生は,F-ATPase阻害薬であるoligomycinでは克進されな
かったが,Na+,K+-ATPase阻害薬であるdibucaineでは冗進が認められた｡ラット肺臓細胞において,
Na+,K+-ATPase阻害薬であるouabainは,プロテインキナーゼCを通してSrcキナーゼを活性化し,読
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いてSrcにより誘導される上皮細胞成長因子のトランスアクチベ-ション,Rasのリクルートメントと
活性化,Ras依存性経路の活性化を引き起こすことにより,ROS産生を冗進すると報告されている｡し
たがって,Ⅴ-ATPase阻害薬によるROS産生冗進のメカニズムはouabainの場合とは異なると考えられる｡
BafilomycinAl及びconcanamycinAによるROS産生は,ROSスカベンジャーであるN-acety1-L-cysteine
(NAC)処理により濃度依存的に低下し,Ⅴ-ATPase阻害薬による細胞生存率の低下もNACの濃度に依
存して部分的に回復した｡このことから,V-ATPase阻害薬による細胞生存率の低下には,NOと同時に
産生されるROSが部分的に関与していると考えられる｡ROSは,アポ トー シスを引き起こすシグナル
伝達分子のひとつであり,RAW 264細胞において,p53,Akt,NF-KB,ERKなどのROS反応性シグナ
ル伝達分子がROSによる細胞増殖抑制に重要な役割を果たしていることが報告されている｡
本研究により,V-ATPase阻害薬であるbafilomycinAl及びconcanamycinAがRAW 264細胞の培養系
においてNOならびにROSの産生を冗進させる作用を示すことが判明し,さらに,産生されたNOと
ROSがⅤ-ATPase阻害薬による細胞増殖抑制に部分的に関与していることが明らかになった｡これらの
知見は,今後,Ⅴ-ATPase阻害薬の臨床応用を進めるうえで考慮すべき重要な事実であると思われる｡
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審 査 結 果 の 要 旨
Ⅵcuolartype(H+)ATPase(V-ATPase,液胞型プロトンArPase)は,真核細胞の細胞膜および細胞内
小器官の膜に存在する酵素であり,ATPのエネルギーを用いてH+を原形質から液胞管腔または細胞外
-輸送することで細胞内小器官内のpHを酸性に保っている｡また,Ⅴ-ATPaseは破骨細胞においては
骨の分解に,がん細胞においてはその増殖,浸潤,転移に関わると考えられており,Ⅴ-ATPase活性を
阻害する化合物の骨粗しょう症治療薬や抗がん薬としての応用を目指した開発研究も行われている｡
しかし,V-ATPase阻害薬が示す細胞毒性の機構については十分な検討がされていない｡本研究では,
V-ATPase阻害薬の 1つであるapicularenAがnitricoxide(NO)の産生を促進させるとの報告があること
から,NO産生促進がV-ATPase阻害薬に共通した作用である可能性を考え,一般的に広く利用されてい
るV-ATPase阻害薬であるbafilomycinAl及びconcanamycinAがRAW 264細胞に対して示す増殖抑制作
用とNOおよび活性酸素種 (reactiveoxygenspecies:ROS)との関係を検討した｡
その結果,RAW264細胞をbafilomycinAlまたはconcanamycinAの存在下で培養することによって
NOのみならずROS産生量も有意に増加することを見出した｡BafilomycinAlおよびconcanamycinA
はNF-KB及びAP-1の活性化を介して誘導型NO合成酵素 (iNOS)を誘導し,その結果としてNO産
生が克進することが明らかとなり,さらにNOS阻害薬であるL-NMMAやNOスカベンジャーである
carboxy-PTIOで細胞を処理することによって両Ⅴ-ATPase阻害薬の細胞増殖抑制作用が抑制されること
も判明した｡これらの結果は,V-ATPase阻害薬がNO産生を促進させることによって細胞増殖を抑制し
ている可能性を示唆するものであるO-方bafilomycinAl及びconcanamycinAによるROSレベルの上昇
は,ROSスカベンジャーであるN-acety卜L-cysteine(NAC)処理により有意に低下し,両V-ATPase阻害
薬による細胞増殖抑制もNACの濃度に依存して部分的に回復したことから,V-ATPase阻害薬が示す細
胞増殖抑制作用に,NOと同時に産生されるROSも部分的に関与していることが示唆された｡
本研究で明らかとなった知見は,今後のV-ATPase阻害薬の臨床開発において考慮すべき重要な情報
を提供するものである｡また,本研究で得られた知見は毒性学的にも極めて興味深いものである｡よって,
本論文は博士 (医療薬学)の学位論文として合格と認める｡
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